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Les Chlamydiaceae sont une famille de bactéries relativement récente dans la 
systématique microbienne. Deux bactéries sont principalement associées à des 
pathologies de l'homme, soit Chlamydia trachomatis et Chlamydophila pneumoniae. 
C. trachomatis est la première maladie à déclaration obligatoire au Québec et 
l'infection sexuellement transmissible (ITS) le plus fréquemment rencontré dans le 
monde. Mon projet consistait au développement d'une méthode de "Multi Locus 
Sequence Typing" (MLST) pour C. trachomatis à partir d'isolats cliniques, sans 
passer par la culture cellulaire, et ce grâce au PCR (réaction en chaîne de la 
polymérase) multiplex niché. L'objectif ultime de cette technique est de mieux 
connaître l'épidémiologie de la bactérie, pour pouvoir comprendre la résistance et la 
persistance aux antibiotiques et l'origine géographique commune, par exemple. Outre 
les 15 isolats de référence, 115 isolats d'origines diverses (38 ITS de l'Estrie, 54 ITS 
de l'Afrique et 22 trachomes de l'Afrique) ont été testés par PCR multiplex niché puis 
séquencés. Globalement, les 130 isolats se séparent en 29 séquences-typess 
différents, dont 17 ne sont retrouvés qu'une seule fois. Ces STs se regroupent en 4 
complexes clonaux distincts. De plus, les isolats sont séparés selon le type d'infection 
qu'ils causent, soit l'ITS, le trachome ou la lymphogranulomatose vénérienne. Dans 
son ensemble, l'évaluation de la pertinence et de la qualité de la nouvelle technique 
MLST montre une force discriminatoire de 90,1%, qui est dans les normes de qualité 
pour une technique d'épidémiologie moléculaire. Un index d'association de 3,809 
pour le schéma complet est trouvé, et un de 2,447 lorsque le calcul est refait avec un 
exemplaire de chaque ST seulement, indiquant une population clonale forte. 
Finalement, un ratio dw/ds variant entre 0.145 et 0.773 pour les gènes choisis pour le 
schéma MLST démontre que les gènes sélectionnés ne sont pas soumis à une pression 
de sélection positive. Toutes ces données tendent à prouver que le nouveau schéma 
MLST est une technique discriminante, qui va permettre de faire des liens 
épidémiologiques intéressants pour C. trachomatis. De plus, au cours de ce projet, 
des analyses de certains isolats de C. trachomatis ont montré des caractéristiques 
nouvelles au niveau du génotype ompA. Les 22 isolats de trachome de la Tanzanie 
(Afrique) ainsi que 5 isolats ITS des Iles Comores ont cette particularité. Il s'agit 
selon la séquence d'un génotype A variant. Des analyses supplémentaires restent à 
faire pour caractériser complètement le génotype. 
Mots clés : 
Chlamydia, MLST, épidémiologie, PCR, séquençage 
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Introduction 
L'ordre des Chlamydiales a été relativement récemment intégré dans la 
classification bactérienne. Dû à leur caractéristique d'organisme intracellulaire 
obligatoire et à leurtaille très petite, les Chlamydiales ont longtemps été considérés 
comme faisant partie des virus. Ce n'est qu'après les années 1950 que les recherches 
ont démontré que ce qui était considéré comme un virus était en fait une bactérie qui 
devait obligatoirement infecter des cellules eucaryotes pour survivre. De plus, les 
Chlamydiales possèdent plusieurs autres caractéristiques qui sont communes dans le 
monde bactérien, soit la division par fission binaire, le matériel génétique qui est 
constitué d'ADN et ARN, leur membrane qui est semblable aux bactéries gram 
négatives, leurs ribosomes qui sont similaires à ceux de d'autres bactéries et ils sont 
sensibles à plusieurs antibiotiques (SCHACHTER, 1984). La principale famille 
associée à l'ordre des Chlamydiales est les Chlamydiaceae (CEVENINI et al., 2002). 
Dans cette famille, on retrouve les genres Chlamydia et Chlamydophila. Les espèces 
importantes qui sont pathogènes pour l'homme sont Chlamydia trachomatis et 
Chlamydophila pneumoniae et C. psittaci. On retrouve aussi C. muridarum, C. suis et 
C. pecorum dans la famille des Chlamydiaceae (EVERETT et al., 1999). 
L'importance clinique de ces espèces est minime. 
Le cycle de vie des bactéries appartenant à la famille des Chlamydiaceae est 
peu commun dans le monde bactérien. Il est très similaire au cycle de reproduction 
des virus. Il est pléomorphique, c'est-à-dire qu'il est composé de deux formes 
bactériennes différentes : le corps élémentaire et le corps réticulé (ROCKEY et 
MATSUMOTO, 2000). Le corps élémentaire est la forme dite infectieuse. C'est elle 
qui est responsables de l'attachement bactérien à la cellule hôte ainsi que de l'entrée 
de la cellule hôte. Suite à l'entrée dans la cellule hôte, les corps élémentaires se 
retrouvent dans une inclusion cytoplasmique. C'est dans cette inclusion que se 
produit la transformation du corps élémentaire en corps réticulé, qui constitue la 
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forme de reproduction de la bactérie. Suite à cette transformation, les corps réticulés 
vont se multiplier. Il y a ensuite une reconversion des corps réticulés en corps 
élémentaires. La quantité de particules infectieuses dans la cellule entraîne la mort de 
celle-ci et le relâchement des corps élémentaires dans l'environnement cellulaire, 
permettant ainsi à ces particules infectieuses d'aller infecter les cellules avoisinantes 
(SCHACHTER, 1984) (WARD, 1988). 
Les infections qui sont causées par C. trachomatis présentent un impact très 
important au niveau de la santé. Celles-ci peuvent se classer en trois grandes 
catégories, les infections transmissibles sexuellement (ITS), le trachome et la 
lymphogranulomatose vénérienne (LGV). L'infection la plus connue est sans aucun 
doute l'ITS, qui touche principalement le tractus urogénital. De nombreuses 
infections dues à C. trachomatis entrent dans cette catégorie. Parmi celles-ci, on 
retrouve l'urétrite, l'épididymite, la prostatite, la cervicite, l'endométrite, la salpingite, 
la proctite et la lymphadénite (MURRAY et al., 1999). Chez la femme, l'infection 
peut migrer du tractus génital aux trompes de Fallope, pouvant ainsi engendrer des 
salpingites chroniques, causer l'infertilité (PAAVONEN et EGGERT-KRUSE, 1999) 
et provoquer des grossesses ectopiques en bloquant les trompes de Fallope. Ces 
infections sont très répandues à travers le monde. Au Canada, les ITS à C. 
trachomatis ont été ajoutées à la liste des maladies à déclaration obligatoire en 1990. 
En 2004, on dénombrait environ 190 cas par 100 000 habitants au Canada et un taux 
similaire au Québec, ce qui fait de la chlamydiose la plus importante maladie à 
déclaration obligatoire tant au Canada qu'au Québec (AGENCE DE SANTÉ 
PUBLIQUE DU CANADA, 2003). De plus, les infections à Chlamydia sont en nette 
progression depuis 1997, tant au niveau provincial qu'au niveau national. En plus de 
la problématique de l'augmentation progressive des cas d'ITS à C. trachomatis, 
l'autre problématique importante est que la bactérie cause souvent des infections 
asymptomatiques, en particulier chez les hommes, ou bien celles-ci sont décelables 
tardivement. Le diagnostic et le traitement tardif de l'infection entraînent plusieurs 
complications (JOYNER et al., 2002), augmentant entre autre le risque de 
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transmission et peuvent aussi mener à des infections chroniques, résultant en 
d'importantes réactions inflammatoires (GERARD et al., 2010). De plus, des études 
ont montré que les infections à Chlamydia facilitent la transmission du virus de 
l'immunodéficience humaine (VIH) (PEPIN et al., 1989) (MCCELLAND et al., 
2001), contribuent aux néoplasies cervicales dues au papillome humain (ANTILLA et 
al., 2001) (PAAVONEN et al., 2003) et sont possiblement impliquées dans le cancer 
ovarien (NESS et al., 2003). 
La deuxième grande catégorie d'infections causées par C. trachomatis est le 
trachome. C'est une maladie inflammatoire chronique de l'épithélium de l'œil. Le 
trachome est la première cause de cécité bactérienne dans le monde (BURTON, 
2007). On retrouve environ 500 millions de cas mondialement, avec une 
prédominance de cas en Afrique et en Extrême-Orient, et environ 7 millions des 
personnes atteintes sont aveugles ou quasi-aveugles. Pour l'OMS, le trachome 
constitue une problématique mondiale importante, celle-ci ayant mené à la mise en 
place d'une alliance mondiale pour l'élimination du trachome cécitant d'ici l'an 2020 
(ORGANISATION MONDIALE DE LA SANTÉ, 2010). Au Canada, l'infection de 
l'œil à C. trachomatis se retrouve sous forme de conjonctivite à inclusions. C. 
trachomatis peut être transmis de la mère à l'enfant au moment de l'accouchement et 
provoquer cette infection. 
Finalement, la dernière catégorie d'infection à C. trachomatis est la 
lymphogranulomatose vénérienne. La lymphogranulomatose vénérienne touche les 
ganglions lymphatiques régionaux. L'infection cause des adénopathies inguinales (ou 
au niveau du cou dans les cas de contagion oral) ainsi que divers symptômes 
anorectaux (rectite, selles sanguinolantes, etc.) (WHITE, 2009). Là encore, il s'agit 
d'une infection qui est retrouvée mondialement mais avec une prédominance de cas 
en Afrique et en Extrême-Orient. Au Canada, une centaine de cas ont été déclarés 
depuis 2001. Tous les cas ont été déclarés chez des hommes âgés de 30 à 45 ans. 
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Une caractéristique des infections à C. trachomatis importante au niveau de la 
santé publique est la capacité de la bactérie à entrer dans un état de persistance. C'est 
un état dans lequel la bactérie ne donne pas des symptômes d'infection active mais est 
plutôt dans une phase de latence et n'est donc pas complètement morte (HOGAN et 
al., 2004). Cet état est comparable aux cellules viables non-cultivables (WYRICK, 
2010), c'est-à-dire que ces cellules sont présentes et viables mais qu'il n'y a pas de 
possibilité de les multiplier par culture cellulaire. La persistance de C. trachomatis 
cause entre autre l'arthrite réactive, le syndrome oculo-urétro-synovial, aussi appelé 
Syndrome de Reiter, et l'infertilité tubaire (DEN HARTOG et al., 2006). Ces trois 
problématiques résultent d'une inflammation parfois chronique des tissus (les 
articulations des membres inférieurs, la peau, les yeux et les muscles et les trompes de 
Fallope, respectivement) (MPIGA et RAVAOARINORO, 2006). On connaît encore 
mal les mécanismes qui amènent l'état de persistance mais il y a un rapport avec une 
baisse de tryptophane dans la cellule-hôte, amenant ainsi la bactérie à utiliser son 
opéron tryptophane (AKERS et TAN, 2006) (LEONHARDT et al., 2007), et à ralentir 
son cycle vital , limitant ainsi la transformation des corps réticulés en corps 
élémentaires. Le métabolisme de la bactérie se retrouve donc modifié lors de l'état de 
persistance car il y aura réplication et ségrégation de l'ADN mais pas (ou très peu) de 
division cellulaire (GERARD et al., 2001); la protéine de surface ompA ne sera 
presque plus exprimée (MILLMAN et al., 2001) et il n'y aura plus de production 
d'ADN car la voie de la glycolyse et des pentoses-phosphate sera inhibée (GERARD 
et al., 2002). 
Suite à la caractérisation des pathologies provoquées par C. trachomatis, la 
communauté scientifique a voulu connaître les caractéristiques de la bactérie qui 
l'amenait à infecter différents tissus, soit les muqueuses sexuelles, l'épithélium de 
l'œil et les ganglions lymphatiques (les monocytes). Les premiers tests de typage 
sérologique ont alors eu lieu. Quinze sérotypes ont ainsi été identifiés : A, B, Ba, C, 
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D, E, F, G, H, I, J, K, Ll, L2 et L3. Depuis, quelques autres sérotypes ont été ajoutés 
à la liste, comme par exemple Da, la et L2a (WANG et GRAYSTON, 1991) 
(MORRE et al., 1998). De façon générale, les sérotypes A, B, Ba et C sont associés 
au trachome, les sérotypes Ba (FROST et al., 1995) ainsi que D à K sont associés à 
l'infection transmissible sexuellement et les sérotypes Ll, L2 et L3 sont associés à la 
lymphogranulomatose vénérienne (BYRNE, 2010). 
Ce sont des différences dans la protéine majeure de la membrane externe 
(MOMP) qui sont exploitées afin de distinguer les différents sérotypes. Elle a été 
découverte en 1981 (CALDWELL et al., 1981). Son poids moléculaire est d'environ 
40 KDa. Cette protéine est codée par le gène ompA ou ompl (STEPHENS et 
LAMMEL, 2001). Elle est présente chez tous les sérotypes de C. trachomatis. Elle 
se retrouve dans le complexe de la membrane externe des Chlamydiaceae avec deux 
autres protéines riches en cystéine, OmcB et Orne A. Le MOMP représente environ 
60% de la masse de l'ensemble des protéines de la membrane externe (NUNES et al., 
2009). Elle sert à maintenir la rigidité de la membrane lorsque la bactérie est sous sa 
forme infectieuse, i.e. corps élémentaire, alors que dans la forme de reproduction de la 
bactérie, la protéine majeure de la membrane externe sert de porine. La cartographie 
du gène ompA a démontré que le gène est constitué de 5 domaines hautement 
conservés (LAMPE et al., 1995), espacés par quatre domaines variables, nommés DV 
1 à 4 (YUAN et al., 1989) (POOLE et LAMONT, 1992). Chez C. trachomatis, le 
MOMP montre une très grande variabilité (BRUNELLE et SENSABAUGH, 2006) 
(GOMES et al., 2004) (GOMES et al., 2007) alors que chez C. pneumoniae, un autre 
membre de la famille des Chlamydiaceae, le MOMP a une très faible variabilité 
(KALMAN et al., 1999). De plus, le MOMP possède des épitopes spécifiques à 
l'espèce (KALTENBOECK et al., 1993) et au sérotype, qui induisent une réponse 
immunitaire humorale et cellulaire (BAEHR et al., 1988). 
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Comme mentionné précédemment, quinze sérotypes principaux ont été 
associés à C. trachomatis. Mais comme le MOMP a un grand potentiel antigénique, 
des méthodes de typage plus poussées ont pu être développées, dont les anticorps 
monoclonaux (WANG et al., 1985). Ceci a permis de classifier les sérotypes en trois 
grands complexes : le complexe B comprenant les sérotypes B, Ba, D, Da, E, Ll, L2 
et L2a, le complexe C qui comprend les sérotypes A, C, H, I, la, J, K et L3, et 
finalement le complexe intermédiaire qui comprend les sérotypes F et G. Ces 
complexes se basent sur la similarité des acides aminés, contrairement à la sérologie, 
qui se base sur la similarité des épitopes (ZHONG et BRUNHAM, 1991). Les 
sérotypes se retrouvent donc classés selon leur propriété antigénique et non selon le 
type d'infection causée. Malgré ce nouveau classement, les liens entre les différentes 
souches de C. trachomatis restent vagues. Ni leurs propriétés antigéniques ni leurs 
épitopes n'ont démontré de recoupement satisfaisant avec le type d'infection et le type 
de tissus colonisés. De plus, on ne peut pas expliquer certaines caractéristiques de la 
bactérie, comme la persistance, en regroupant les souches selon leurs propriétés 
sérologiques ou antigéniques. Plusieurs techniques ont été développées afin d'étudier 
les variations de ompA (FROST et al., 1993) (FROST et al., 1995) (FROST et al., 
1991) (RODRIGUEZ et al., 1994) (SCIEUX et al., 1993) (MORRE et al., 2000). Il 
est encore difficile aujourd'hui d'associer un sérotype avec un phénotype clinique 
(MILLMAN et al., 2006) puisque certains sérotypes peuvent être associés à l'ITS et 
au trachome par exemple, le sérotype Ba. Malgré le fait que le sérotypage et le 
génotypage de ompA soient encore largement utilisés (MILLMAN et al., 2004)(LEE 
et al., 2006) (GEISLER et al., 2008), il faut trouver une meilleure façon de classifier 
les différentes souches de C. trachomatis en tenant compte de la plupart de leurs 
caractéristiques, comme la capacité de persistance. 
La première piste de solution se retrouve dans l'étude de l'épidémiologie de la 
bactérie. L'épidémiologie est l'étude de l'ensemble des facteurs qui influencent la 
santé d'une population, dans le temps et dans l'espace, ainsi que les facteurs qui 
influencent la transmission, la manifestation et la progression d'une maladie (GUPTA 
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et MAIDEN, 2001). À l'échelle moléculaire, l'épidémiologie cible les facteurs de 
risques environnementaux et le potentiel génétique qui sont reconnus à l'aide de 
techniques de biologie moléculaire (BUDOWLE et al., 2005). L'épidémiologie 
moléculaire permet d'accéder à des connaissances nouvelles sur la pathogénèse de 
l'infection ou de la maladie. Elle lie des molécules, des gènes ou des voies 
métaboliques au risque de développer l'infection ou la maladie (WASSENAAR, 
2003). Elle permet de faire l'association avec un phénotype clinique, une résistance 
aux antibiotiques, l'état de persistance ou encore permet de faire une association 
géographique entre les divers isolats. De plus, l'épidémiologie moléculaire amène 
beaucoup de réponses aux questions de génétique des populations. La génétique des 
populations traite des variations des fréquences des différentes versions d'un gène au 
cours du temps pour une population donnée, qui fluctuent sous l'influence de la 
sélection naturelle, de la dérive génétique, des mutations et des migrations de 
population, ce qui permet d'expliquer l'adaptation et la spéciation de l'organisme 
(RILEY, 2004) (FEIL et ENRICHT, 2004). L'épidémiologie, à l'échelle moléculaire 
ou non, permet ensuite d'ajuster les programmes de prévention et de traitement de la 
maladie et de l'infection en fonction des facteurs de risque (FOXMAN et RILEY, 
2001). Il existe deux sortes de techniques d'épidémiologie moléculaire : les 
techniques permettant de répondre à des questions sur le court terme, comme l'origine 
d'une éclosion bien précise, et le long terme, touchant plus aux questions de génétique 
des populations. Par exemple, le génotypage d'un gène codant pour une protéine de 
surface, donc très variable, entre dans la catégorie des techniques d'épidémiologie 
moléculaire à court terme alors que le séquençage d'un gène métabolique hautement 
conservé est, quant à lui, une technique d'épidémiologie moléculaire à long terme. 
Les premières techniques d'épidémiologie moléculaire qui ont été associées à 
C. trachomatis ont été la sérologie et la détection par anticorps monoclonaux (WANG 
et al., 1985), techniques qui nécessitent la culture de la bactérie. Contrairement à 
plusieurs autres bactéries, la culture n'est pas utilisée de façon standard puisque C. 
trachomatis doit croître sur un tapis cellulaire, étant une bactérie intracellulaire 
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obligatoire, et que sa réplication est très lente, son cycle vital prenant environ 50 
heures. La culture est surtout utilisé afin d'avoir assez de bactéries pour permettre la 
fabrication d'anticorps chez la souris ou encore pour l'isolement des corps 
élémentaires pour la fabrication des lames d'identification sérologique. Comme 
démontré auparavant, autant la sérologie que les anticorps monoclonaux ont donné de 
résultats qui ont permis d'établir des liens préliminaires mais précoces entre les 
différents isolats, permettant ainsi de répondre à des questions d'ordre 
épidémiologique. Suite à l'avènement de l'amplification des acides nucléiques par la 
PCR, la méthode de référence est devenue le « Restriction Fragment Length 
Polymorphism » ou RFLP. La technique consiste à amplifier l'ADN du gène ompA 
de la bactérie, de digérer le produit de la PCR avec des enzymes de restriction et à 
observer les patrons de migration (FROST et al., 1991). Malheureusement, cette 
technique n'a pas apporté beaucoup de connaissances supplémentaires sur la 
pathogénèse de l'infection. D'autres techniques ont aussi été développées, comme 
Pélectrophorèse en champs puisés (RODRIGUEZ et al., 1994), le RAPD (SCIEUX et 
al., 1993) et l'AFLP (MORRE et al., 2000). La grande problématique de toutes ces 
techniques est qu'elles sont conçues pour examiner des ensembles limités d'isolats et 
que leurs résultats permettent, par exemple, de comprendre si un épisode d'éclosion 
est dû à une souche particulière, et donc d'obtenir des réponses épidémiologiques à 
court terme, mais n'apportent aucune réponse sur l'épidémiologie dite à long terme de 
la pathogénicité de la bactérie. De plus, ce sont des techniques qui sont beaucoup trop 
discriminatoires pour permettre l'analyse de ces facteurs. Ces techniques ont donc 
mené à un nouveau savoir sur les infections sporadiques à C. trachomatis mais il reste 
encore beaucoup d'informations manquantes au niveau des mécanismes qui 
influencent la maladie ainsi que sur l'évolution de la bactérie (PEDERSEN et al., 
2009). De plus, toutes ces méthodes présentent plusieurs désavantages comme la 
difficulté de standardisation entre les laboratoires, la reproductibilité des résultats est 
limitée étant donné les fluctuations possibles de Pélectrophorèse et l'interprétation des 
bandes peut être subjective, et la difficulté de réalisation car elles exigent la culture de 
C. trachomatis. Le séquençage a graduellement remplacé le RFLP comme méthode 
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de référence pour le génotypage de ompA mais ne nous permet malheureusement pas 
de répondre efficacement aux questions épidémiologiques à long terme. 
Suite à l'avènement du séquençage, la communauté scientifique a vu émerger 
une nouvelle technique pour l'épidémiologie moléculaire dite à long terme (URWIN 
et MAIDEN, 2003). Le « MultiLocus Sequence Typing » ou MLST est apparu en 
1998 (MAIDEN et al., 1998). C'est maintenant la technique par excellence en 
épidémiologie moléculaire. Le principe de cette technique est le séquençage dans les 
2 sens (brins sens (positif) et non sens (négatif) de l'ADN) de gènes métaboliques, qui 
ont été préalablement amplifiés par la PCR et qui sont très peu ou pas soumis à la 
pression sélective du milieu (TURNER et FEIL, 2007). Les gènes soumis à la 
pression de sélection auraient trop de variations entre les différents isolats, limitant la 
quantité d'informations sur l'évolution de la génétique de l'espèce. Suite à la 
comparaison des séquences obtenues, un numéro d'allèle est donné à chacune des 
séquences différentes, et ce à la base près. Le regroupement des numéros d'allèle 
pour tous les gènes métaboliques testés forme la séquence-type (ST), ou profil 
allélique (MAIDEN, 2006). Grâce à la phylogénie, en comparant les séquences-types 
avec d'autres qui se retrouvent dans les bases de données, les profils alléliques se 
retrouvent regroupés en complexes clonaux (CC) autour de l'ancêtre commun. Pour 
ce faire, on identifie le génotype central, qui se trouve à être le précurseur commun de 
ce complexe. On ajoute les isolats qui diffèrent d'un allèle puis ceux qui diffèrent de 
deux ou trois allèles. Ceux qui diffèrent de 4 allèles ou plus se retrouvent dans un 
complexe clonal distinct. Puis, chaque complexe clonal est nommé selon le génotype 
central. Donc un complexe clonal est regroupement d'isolats non identiques mais liés 
entre eux par un ancêtre commun. 
Le premier schéma MLST a été développé pour la bactérie Neisseria 
meningitidis (YAKUBU et PENNINGTON, 1999). Depuis ce premier schéma, 
plusieurs autres bactéries, telles que Campylobacter jejuni (DINGLE et al., 2001), 
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Staphylococcus aureas, Helicobacter pylori (YAMAOKA, 2009), Escherichia coli, 
Enterococcus faecalis (McBRIDE et al., 2007) et Bacillus cereus, ont été étudiées par 
MLST. Dans le cas de N. meningitidis, 6 gènes métaboliques répartis sur tout le 
génome ont été choisis. Plus tard, le nombre de gènes choisis a été porté à 7, pour 
maximiser la résolution et permettre une meilleure identification des isolats. La 
plupart des schémas MLST publiés jusqu'à maintenant ont entre 6 et 10 loci. Plus la 
résolution et l'identification d'isolats est ardue, plus il faudra ajouter des loci au 
schéma. Naturellement, moins il y a de loci, moins les coûts et le temps demandé sont 
élevés. De plus, le choix de la taille des fragments pour chaque allèle se situe entre 
400 et 600 pb. Dans les années 1990, les séquenceurs automatisés étaient capables 
d'analyser cette taille de fragment en une seule expérimentation. Encore une fois, ce 
sont les facteurs financier et temporel qui ont influencé cet aspect de la technique 
(MAIDEN, 2006). Les avantages du MLST sont nombreux. En plus d'apporter une 
quantité importante d'informations sur le génome bactérien, cette technique est 
facilement reproductible entre les divers laboratoires. De plus, l'échange des résultats 
obtenus ainsi que la comparaison de ces mêmes résultats entre les différents 
laboratoires sont facilités par le format que prennent ces résultats. Les séquences de 
nucléotides offrent aussi l'avantage de discriminer les résultats à la base près 
(SULLIVAN et al., 2005). Divers schémas MLST ont permis l'avancée des 
connaissances dans le domaine de la génétique des populations. Par exemple, le 
schéma MLST de Streptococcus pneumoniae a permis de faire des liens entre le clone 
23F et la résistance à la pénicilline (SHI et al., 1998) (ZHOU et al., 2000). Aussi, des 
associations géographiques ont pu être éclaircies par le schéma MLST pour 
Helicobacter pylori (DEVI et al., 2007) (YAMAOKA, 2009), prouvant que l'ancêtre 
commun de cette bactérie provient de la région géographique de l'Inde. Finalement, 
des associations ont été faites entre certaines niches écologiques comme le poulet et 
les oiseaux sauvages et les isolats de Campylobacter jejuni retrouvés chez l'humain et 
dans l'eau (LEVESQUE et al., 2008) (OGDEN et al., 2009). 
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L'analyse des séquences en elles-mêmes permet de comprendre la génomique 
bactérienne mais ce sont les relations entres les séquences qui vont apporter les 
réponses qui manquent sur des sujets tels la pathogénicité de la bactérie et la 
génétique de la population (SMITH et al., 1993) (SPRATT et MAIDEN, 1999). Les 
analyses phylogénétiques permettent de faire la liaison entre ces différents facteurs 
que l'on veut étudier et les séquences obtenues par le schéma MLST. Il existe 
plusieurs analyses phylogénétiques différentes et la plupart sont en lien avec la 
bioinformatique. D'abord, il y a la construction d'arbres phylogénétiques ou arbres 
d'évolution. Il s'agit en fait d'une représentation schématique qui est similaire à un 
arbre et où chaque branche est reliée au tronc selon le degré de similarité entre les 
isolats (distance génétique). Dans ce cas imagé, le tronc, où tous les isolats se 
retrouvent reliés, représente l'ancêtre commun (donc le génotype central). Il existe 
plusieurs types d'arbres phylogénétiques mais le plus fréquemment utilisé pour les 
schémas MLST est sans aucun doute le UPGMA ou « Unweighted Pair Group 
Method with Arithmetic Mean ». Ensuite, différents paramètres peuvent être calculés 
pour mesurer l'évolution de la bactérie. On peut premièrement mesurer le 
déséquilibre de liaison entre les allèles. Le déséquilibre de liaison est présent quand 2 
loci sont tellement près l'un de l'autre qu'il n'y a pas de recombinaison entre eux 
(CHAPMAN et THOMPSON, 2001). Donc l'association des allèles n'est pas due au 
hasard et ces allèles ne sont pas indépendants. La mesure déséquilibre de liaison est 
calculée par l'index d'association. Une population contenant beaucoup de 
déséquilibres de liaison au niveau de son génome sera considérée comme clonale, i.e. 
la population est génétiquement identique et provient du même ancêtre commun. On 
peut ensuite quantifier l'ampleur de la pression de sélection qui est exercée sur chacun 
des allèles. Pour ce faire, on utilise le ratio de substitutions synonymes versus 
substitutions non synonymes (dw/ds) (NEI et GOJOBORI, 1986). La substitution non 
synonyme, i.e. le changement de l'acide aminé pour un autre, s'effectue sous la 
pression de sélection alors que la substitution synonyme, i.e. sans changement d'acide 
aminé, est neutre et ne se fait pas sous l'influence de la pression de sélection. De 
plus, le pouvoir discriminatoire de la technique peut être calculé (HUNTER et 
GASTON, 1988). Celui-ci doit être supérieur à 90%, tel que recommandé par le 
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CLSI (CLSI, 2007), pour être considéré suffisamment discriminatoire comme 
méthode de typage. 
Récemment, quelques schémas MLST pour le Chlamydia trachomatis ont été 
proposés (KLINT et al., 2007) (PANNEKOEK et al., 2008) (DEAN et al., 2009). Le 
premier schéma proposé (KLINT et al., 2007) ne correspondait pas aux critères 
standards du MLST car il utilise des gènes non métaboliques. Ce schéma a été établi 
dans un but d'épidémiologie des éclosions, et n'apporte donc aucune réponse sur la 
génétique de la population. Le deuxième schéma (PANNEKOEK et al., 2008) 
comportait très peu d'isolats cliniques et aucune comparaison avec le génotype 
à'ompA. Le schéma a cependant permis de comparer C. trachomatis avec C. 
pneumoniae. Par contre, aucune relation épidémiologique en lien avec la pathogénèse 
ou l'origine géographique n'a pu être établie. Finalement, le dernier schéma MLST 
proposé (DEAN et al., 2009) arrive à la conclusion que la population de C. 
trachomatis est une population clonale avec très peu d'événements de recombinaison. 
Malgré ces études récentes, plusieurs questions épidémiologiques sont encore non 
résolues, comme la persistance du C. trachomatis malgré l'antibiothérapie. 
Étant donné le manque d'informations concernant la pathogénicité et la 
génétique des populations de C. trachomatis, ce projet vise à proposer une nouvelle 
technique de MLST pour Chlamydia trachomatis. Pour ce faire, deux génomes de C. 
trachomatis ont été examinés afin d'identifier des gènes métaboliques qui avaient le 
plus grand potentiel de variations et qui pourraient potentiellement faire partie du 
système MLST. Le protocole MLST présenté est basé sur l'amplification de l'ADN 
par une réaction de PCR nichée et une première amplification effectuée en multiplexe, 
permettant ainsi l'amplification de faibles volumes et de faibles quantités d'ADN dans 
les échantillons cliniques, sans être obligé de recourir à la culture cellulaire. Ce 
schéma MLST a été comparé au génotypage par séquençage de ompA afin d'évaluer 
l'efficacité de la nouvelle technique. Le but de cette nouvelle méthode est 
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éventuellement de répondre aux principales questions épidémiologiques qui sont 
restées sans réponse jusqu'à maintenant. Quel est le lien entre l'infection et l'état de 
persistance? Quelle est la structure de la population de C. trachomatisl Est-ce que 
cette population comporte des sous-groupes génétiquement distincts ou bien la 
population est-elle clonale? Quelle relation peut-on établir entre un isolât et son 
phénotype clinique? 
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Matériels et Méthodes 
Les isolats. Les échantillons cliniques génito-urinaires de C. trachomatis 
utilisés dans cette étude provenaient de différentes études publiées antérieurement 
(DADA et al., 2007) (FROST et al., 1993) (MORENCY et al., 2001) (PEPIN et al., 
2001) (PEPIN et al., 2008): 38 isolats provenant de l'Estrie, au Canada et 54 souches 
provenaient de divers pays africains : le Ghana (n = 11), le Burkina Faso (n = 4), la 
Guinée- Conakry (n = 2), la République centrafricaine (n = 22) et les Iles Comores (n 
= 15). De plus, 22 souches du trachome provenant de la Tanzanie, en Afrique, ont été 
ajoutées à l'étude. Ces échantillons ont été extraits dans le STM, un solubilisant à 
base de Tris-HCl, (Roche Molecular System, Branchburg, New Jersey) et ont été 
neutralisés en ajoutant un volume égal de CT/NG Specimen diluant, contenant une 
solution détergente (Roche Molecular System, Branchburg, New Jersey). Des 
souches de référence A-G17/OT, B-TW-5/OT, Ba-LSPQ, C-TW-3/OT, D-UW-3/Cx, 
E-UW-5/Cx, F-UW-55 / Ur, G-UW-57/Ur, H-UW-4/Cx, I-UW-12/Ur, J-UW-36/Cx, 
K/ATCC-VR877, L1-LLCM440, L2-LLCM434 et L3-LLCM404 ont été fournis par 
le Laboratoire de santé publique du Québec (Ste-Anne de Bellevue, Canada). 
Extraction de l'ADN génomique des souches de référence. L'ADN 
génomique a été extrait en mélangeant 10 jiL de l'échantillon avec 90 (J.L de STM. 
Après 10 min à température ambiante, 100 p.L de CT/NG Specimen diluant ont été 
ajoutés. 
La PCR multiplexe nichée. Des aliquots de 25 jiL d'ADN génomique des 
échantillons extraits ont été amplifiés dans un volume total de réaction de 50 nL. Le 
mélange réactionnel contenaient 200 jxM de dNTP (Pharmacia, Montréal, Québec), et 
0,25 piM de chaque amorce pour chaque paire d'amorces dans deux multiplexes : ( 1) 
pheT / glgA / ompA et 2) dnlJ / zwf / clpX / proS / pepA.), 1,5 ou 2,0 mM MgCk, 
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pour les multiplexes 1 et 2, respectivement, du tampon de PCR IX ne contenant pas 
de MgCh (10X: 500mm lOOmM Tris HC1, pH 9,0) et 1 |J.L Taq DNA polymérase 
1,25 U/|o,l additionné de PFU polymérase, dans un ratio 15:1. Les conditions pour la 
réaction de la PCR pour toutes les amorces étaient les suivantes : une dénaturation 
initiale à 94°C pendant 90 sec, 30 cycles comportant une dénaturation à 94°C pendant 
30 secondes, la liaison des amorces à 55°C pendant 30 secondes, et l'extension à 72°C 
pendant 1 min, suivie par une étape d'extension finale de 72°C pendant 5 min. Seule 
la première réaction de PCR était en multiplexe. Un échantillon de 2 ni était ensuite 
soumis au même programme d'amplification de 30 cycles de la PCR en utilisant les 
paires d'amorces internes. Cette réaction de PCR était faite de façon individuelle (un 
mélange réactionnel par paire d'amorces). Un aliquot de 5 ni de l'ADN amplifié a 
subi une migration par électrophorèse sur un gel d'agarose à 2% pendant 45 à 50 
minutes à 120 volts (60 ampères maximum). Les produits d'amplification de la PCR 
déposés sur gel d'agarose ont été colorés avec du bromure d'éthidium (1 mg/litre) 
pendant 30 minutes. Les produits d'amplification avec des bandes uniques, dont 
l'intensité était forte sur gel d'agarose, et du poids moléculaire attendu ont été 
envoyés à l'Université McGill et Centre d'innovation Génome Québec, Montréal 
(Québec) pour la purification et le séquençage des deux brins d'ADN avec les 
amorces internes. 
Les réactions PCR ont été effectuées avec un thermocycleur « GeneAmp 9600 
» de Perkin Elmer. Le tampon, MgCh ainsi que la « Taq DNA polymerase » et la « 
PFU polymerase » qui ont été utilisés dans les réactions de la PCR décrites 
précédemment ont été fournis par un service du département de microbiologie et 
d'infectiologie de la Faculté de médecine et des sciences de la santé situé au Centre 
Hospitalier Universitaire de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada. 
Le génotypage. Le génotypage a été évalué par le séquençage partiel du gène 
de la protéine majeure de membrane externe (ompA), i.e. des domaines variables 1 à 
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3. Les amorces multiplexes externes étaient ompAl-F AATTGCAA(G/C)GA(A/G) 
ACGATTTG et ompA4-R GGAGATCCTTGCGATCCTTG. Les amorces internes 
étaient ompA2- GACTTTGTTTTCGACCGTGTT et ompA3-R ACTCCAATGTA 
(A/G)GGAGTGAAC. Ces amorces ne tiennent pas compte de domaine variable 
quatre du gène de la protéine de la membrane externe. La réaction de PCR multiplexe 
nichée et le séquençage ont été réalisés comme décrit ci-dessus. Certains isolats avec 
des génotypes variants par séquençage ont été repris avec la méthode de RFLP. 
L'extraction de l'ADN est effectuée comme décrite précédemment. L'amplification 
par la PCR était ensuite effectuée avec les amorces 1F ATGAAAAAACTCTTGAAA 
et 1R TTTCTAGA(T/C)TTCAT(C/T)TTGT. Le mélange réactionnel pour la PCR 
inclus 5 ni d'ADN extrait dans un volume final de 50 (il, comprenant du tampon de 
PCR IX, 1 mM de MgCb, 0,2 mM de dNTP, 0,3 mM de chaque amorce et une unité 
de Taq polymerase. Les conditions pour la réaction de la PCR étaient les suivantes : 
45 cycles comportant une dénaturation à 94°C pendant 60 secondes, la liaison des 
amorces à 45°C pendant 3 minutes, et l'extension à 72°C pendant 3 min, suivie par 
une étape d'extension finale de 72°C pendant 10 min. Par la suite un aliquot de 1 p,l 
d'ADN amplifié était digéré par un mélange 1 : 1 d'enzymes de digestion Mspl et 
Alul. Les produits de digestion étaient ensuite séparés sur gel de polyacrylamide 10% 
(avec un ratio d'acrylamide : bis-acrylamide de 38 :2). La migration qui s'effectue 
dans du tampon Tris-Borate durait environ 4 heures. Les profils de migration étaient 
ensuite révélés par la coloration pendant 12 heures du gel de polyacrylamide par du 
SyBr Gold et par la détection par UV. Les profils de migration étaient ensuite 
comparés aux profils de références des 15 génotypes des souches de référence. 
Analyses des séquences. La préparation des produits d'amplification pour le 
séquençage s'effectuait de la façon suivante. D'abord, les produits de la PCR étaient 
envoyés pour le séquençage à l'Université McGill (Centre d'innovation Génome 
Québec, Montréal (Québec)) sous la forme de plaques 96 puits. Tous les échantillons 
séquencés par la même amorce ont été regroupés ensemble. On déposait 20 {j.1 de 
produit de la PCR non purifié dans le puit. On procédait ainsi pour tous les 
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échantillons à séquencer avec la même amorce sens. On poursuivait le remplissage de 
la plaque avec les mêmes produits de la PCR non purifié mais pour l'amorce antisens. 
Le processus était le même pour tous les produits de PCR à envoyer. Les isolats 
étaient renommés selon le nom de l'isolât et suivi du nom de l'amorce. On joignait à 
l'envoi les amorces nécessaires, doublement identifiées, ainsi que le fichier identifiant 
le contenu des plaques et les photos des produits d'amplification sur gel d'agarose, 
afin de garantir la quantité suffisante d'ADN. La réception des séquences était faite 
dans les semaines suivant l'envoi. Les séquences étaient reçues sous la forme de 
chromatogrammes. La première étape était de regarder chaque chromatogramme 
individuellement afin de déceler les problèmes possibles des séquences, comme des 
nucléotides non résolus. Si un problème était découvert, l'isolât était réamplifié par la 
réaction de la PCR interne et était réenvoyé pour le séquençage jusqu'à l'obtention 
d'une séquence dite conforme. Ensuite, les chromatogrammes des amorces sens et 
antisens pour le même isolât étaient alignés et comparés à l'aide du logiciel 
BioNumerics v.3.5 (applied Maths). Les isolats pour lesquels les séquences sens et 
antisens ne correspondaient pas à 100% étaient repris jusqu'à l'obtention de 
séquences conformes. 
Les analyses phylogénétiques. Les séquences des deux brins de l'ADN ont 
été alignées et comparées avec BioNumerics v.3.5 (Applied Maths). Un numéro 
d'allèle a été attribué à chaque nouvelle séquence obtenue. Le regroupement des sept 
différents numéros d'allèle a été utilisé pour générer des séquences types (ST) pour 
chaque isolât. La construction des dendrogrammes UPGMA (Unweighted Pair Group 
Method with Arithmetic Mean) a été réalisée avec BioNumerics V.3.5 et START 
v. 1.0.5 (http://www.mlst.net) (JOLLEY et al., 2001). L'analyse BURST (Based Upon 
Related Sequence Types) a été faite en utilisant START et a été comparé à eBURST 
v.3 (http://eburst.mlst.net) pour permettre l'identification des ancêtres communs des 
groupes mutuellement exclusifs (complexes clonaux) de séquences types (ST) liées. 
Le pouvoir de discrimination a été calculé en utilisant l'indice de la diversité, tel que 
recommandé par le CLSI (anciennement NCCLS). Le degré de clonalité a été estimé 
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par le calcul de l'indice d'association (IA) à l'aide de START (http://www.mlst.net). 
Le ratio du taux de substitution non synonyme versus le taux de substitution 
synonyme (dN/ds) a également été fait en utilisant SNAP 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/ sequence/SNAP/SNAP.html). 
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Résultats 
La sélection des gènes et des amorces. Les sept gènes utilisés pour le MLST 
ont été sélectionnés et des amorces ont été conçues en fonction des différences dans la 
séquence du génome entre les deux premiers génomes de C. trachomatis qui ont été 
séquencés (C. trachomatis D/UW-3/Cx, numéro accession GenBank NC 000117 et 
C. trachomatis A/HAR-13, numéro d'accession GenBank NC 007429). L'hypothèse 
principale est que les génomes des deux souches seraient très différents étant donné 
leur différence de site d'infection: une souche du trachome (A/HAR-13), infectant 
l'épithélium de l'œil, et un isolât urogénital (D-UW-3/Cx), infectant les muqueuses 
sexuelles. Le génome de Chlamydia trachomatis comporte un peu plus d'un million 
de paires de base, codant pour un peu plus de 800 gènes, dont plusieurs ont encore 
une fonction indéterminée. Initialement, 95 gènes portant une fonction métabolique 
ont été examinés in silico. Pour ce faire, les séquences complètes du gène pour 
chaque génome ont été comparées en utilisant l'outil CLUSTALW (HIGGINS et al., 
1996). Les gènes métaboliques qui avaient plus de une différence entre les deux 
génomes ont ensuite été analysés dans Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
(ALTSCHUL et al., 1990), afin de déterminer si leur séquence avait des similarités 
avec un gène du génome humain. Tous les gènes qui avaient une similarité avec le 
génome humain ont été éliminés. Les gènes sujets à la pression sélective du milieu 
ainsi que les gènes retrouvés sur la membrane externe de la bactérie ont été éliminés. 
La plupart des gènes métaboliques examinés in silico avaient deux différences ou 
moins entre les séquences des deux génomes étudiés. Des amorces ont été élaborées 
afin d'être en mesure de tester une variété de souches de C. trachomatis avec 11 gènes 
métaboliques choisis, qui comportaient plus de deux différences entre les séquences 
des deux souches et qui était répartis globalement sur le tout le génome (Figure 1). 
Afin d'orienter notre recherche de zones conservées dans les gènes sélectionnés, un 
alignement des séquences de ces gènes pour chacun des génomes de C. trachomatis 
disponibles (A/HAR-13 et D-UW-3/Cx) a été effectué en plus de l'ajout de 2 génomes 
de C. pneumoniae (TW-183 et CWL029). Les amorces ont été sélectionnées en 
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respectant quelques critères, soit se trouver dans une zone hautement conservée du 
gène, avoir environ 50% de G/C, avoir entre 20 et 25 paires de bases et ne pas 
contenir de palindromes. Une étude de type BLAST a été faite pour chaque amorce 
afin de vérifier la spécificité de celle-ci pour la bactérie C. trachomatis ainsi que la 
non spécificité de celle-ci pour l'ADN humain. Lors des essais d'amplification, un 
contrôle négatif d'amplification de l'ADN humain a été ajouté, afin de confirmer cette 
spécificité. 
Après la production des amorces, des essais de réaction d'amplification ont été 
effectués afin de confirmer la validité des amorces. Les réactions d'amplification ont 
ensuite été optimisées au niveau de la quantité de magnésium (MgC^) nécessaire et 
pour l'enzyme « Taq DNA Polymerase » et « PFU DNA polymerase », comme 
mentionné précédemment (HARRIS et JONES, 1997). Suite à l'optimisation des 
réactions d'amplification, la production des séquences des 11 gènes présélectionnés a 
été faite pour 40 isolats. Divers schéma MLST ont été mis en parallèle afin de choisir 
les 7 gènes finaux. La figure 2 montre le comparatif entre les deux dendrogrammes 
UPGMA pour deux schémas MLST distincts, le premier schéma comprenant les onze 
gènes originaux et le deuxième ne comprenant que les sept gènes finaux, et ce pour 
les 40 isolats différents. 
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Figure 1. Génome de Chlamydia trachomatis avec la position des gènes à l'étude 
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Les gènes inscrits dans le premier cercle (cercle externe) du génome sont les gènes qui ont été 
sélectionnés pour le système MLST final. Les gènes inscrits dans le deuxième cercle (cercle interne) 
sont les gènes qui ont été testés mais qui n'ont pas été retenus pour le schéma MLST final. 
22 
Figure 2. Dendrogrammes UPGMA pour 40 isolats sélectionnés pour deux schémas 
MLST distincts: gatB/serS/dnU/dnaG/clpX/zwf/argS/pepA/proS/pheT/glgA et 
dnU/clpX/zwf/pepA/proS/pheT/glgA. 
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Les isolats retrouvés dans ces schémas sont nommés sous la forme suivante : Nom ou numéro de 
l'isolât, Séquence-type associée à cet isolât et (profil allélique). Le nom de l'isolât se définit comme 
suit : Provenance (IC : lies Comores, LSPQ : Laboratoire de Santé Publique du Québec, Aucune 
annotation pour l'Estrie) et numéro ou génotype associé à cet isolât. Les isolats ont été renommés pour 
le schéma MLST final sous la forme de : Génotype par ompA - Numéro d'échantillon ou de référence -
Provenance 
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Des analyses phylogénétiques ont permis de démontrer que l'augmentation du 
nombre de gènes retenus pour le schéma MLST n'apportait pas plus de bénéfices 
qu'avec les 7 gènes de base. On n'obtenait que très peu de profils alléliques de plus 
en analysant tous les gènes et les arbres phylogénétiques entre les deux schémas se 
ressemblent grandement. Pour le schéma MLST avec onze gènes, on obtenait 26 STs. 
Le schéma a un index de diversité de 0,95 et un index d'association de 5,437. Pour sa 
part, le schéma avec 7 gènes séparait les isolats en 21 STs, avec un index de diversité 
de Simpson de 0,94 et un index d'association de 3,795. Plusieurs schémas MLST 
différents avec des combinaisons de ces 11 différents gènes initiaux ont été testés et 
analysés. Les gènes sélectionnés pour la PCR multiplexe du MLST sont dnlJ, zwf 
clpX, pepA, proS, pheT et glgA, comme indiqué dans le tableau 1. Ces gènes sont 
répartis sur l'ensemble du génome. Les autres gènes testés (gatB, serS, dnaG et args) 
n'ont pas été inclus en raison du manque de variabilité entre les souches et du fait qu'il 
n'entrainait pas une meilleure discrimination des isolats lorsque inclus dans le 
schéma. Finalement, une partie du gène ompA a également été séquencée pour 
effectuer le génotypage. Les amorces qui ont été élaborées sont indiquées dans le 
tableau 1. 
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Tableau 1. Gènes et amorces choisis pour le MLST de C. trachomatis 
Gène Taille du 
fragment 
Amorce 
Nom Symbole (bp) Nom Séquence 
DNA Ligase dnU 790 dnlJl-F 
dnU2-F 
dnlJ3-R 
dnlJ4-R 
TCCCGAATGGAA(A/G)GT(C/T)T(C/T)ATGGTC 
GAAT GGAA(A/G)GT (C/T)T(C/T)ATGGTCTCC 
CTCTGG(A/G)GCATATTTATAAGCTA 
CCTACTTGAACTA(C/G)AATATCCTC 
Glucose-6-P Dehydrogenase zwf 541 zwfl-F 
zw£2-F 
zwf3-R 
zwf4-R 
CTATTT AGG(A/G)AAAGAAACGGTTC 
T ACAT(A/C)GT ACATGT(C/G)CAAATCAG 
GC(A/G)ACACCTTC(A/G)TCCGGTTG 
TAGCTGTCGTAACGGAAGTC 
CLP protease ATPase clpX 662 clpXl-F 
clpX2-F 
clpX3-R 
clpX4-R 
GCTTCTAC(C/T)GTAGG(A/G)TC(G/T)GAAGG 
CG(A/G)GCTCC(A/G)GTTTT (G/T)GCTTG 
TAACTGAAGC(A/C)GGTTATGTCGG 
CCTAGGCCCTACAGGATCTGG 
leucyl aminopeptidase pepA 717 pepAl-F 
pepA2-F 
pepA3-R 
pepA4-R 
GGGGAGTTCGCGAGTCTGGATGT 
GCTGTTGCCAAGGGCGCTGCTGTTGAG 
ATGGTAAGCAGTACCTGCAATGTC 
CTCTTCTTTTTCATGGTAAGCAG 
prolyl-tRNA synthetase proS 677 proSl-F 
proS2-F 
proS3-R 
proS4-R 
TTCCTACAAGTTGATGACTGCGA 
CCTATCCCCTGTTATGCAGACGA 
GGAAGATTTTTAGAGCACCAATC 
GGAGGGATCTTTCTTGTATGACA 
phenylalanyl-tRNA synthetase P subunit pheT 683 pheTl-F 
pheT2-F 
pheT3-R 
pheT4-R 
TTGACGGGAAGGGTGAGCGCCA 
ATCATCTGTGGAGCTCCCAACTG 
GCGGGGAGGGT AT AGGTTTCTTG 
GATATTATGCTGATCAGCAACGAC 
glycogen synthase g'gJ 704 glgAl-F 
glgA2-F 
glgA3-R 
glgA4-R 
ATCGTTCATTTACACGATTGGCA 
T ACCAACT ATTTCGCGATCC ACA 
TGCTACAGTATCTGCTAGTCCTCC 
CCATTGATTCCATTTGCTACAGTATC 
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Développement d'un système MLST pour C. trachomatis. Une PCR 
multiplexe nichée est la stratégie d'amplification qui a été choisie. La PCR nichée 
permet l'amplification des échantillons qui ont une quantité d'ADN bactérien très 
faible, ce qui sont souvent le cas pour les échantillons cliniques. La PCR nichée est 
composée de deux amplifications successives, la deuxième amplification étant faite 
sur le produit de la première amplification. La PCR multiplexe est utilisée au cours 
de la première amplification de la PCR nichée, amplification dite externe, pour 
permettre l'inclusion d'échantillons dont le volume total est limité. La PCR 
multiplexe permet l'amplification de plusieurs gènes en même temps, grâce à la 
présence de plusieurs paires d'amorces, et ce pour un même volume d'échantillon 
d'ADN. Nous avons donc été en mesure d'analyser n'importe quel échantillon 
clinique qui a été positif par un test de dépistage de C. trachomatis. Celui-ci a été 
effectué lors des précédentes études, avec la trousse commerciale Amplicor CT/NG de 
Roche, qui consiste en un essai ELISA pour la détection du plasmide de C. 
trachomatis. L'ADN a été obtenu des 115 isolats et pour les souches 15 souches de 
référence. Les sept gènes métaboliques choisis ont été amplifiés et séquencés sur les 
deux brins. Les chromatogrammes de séquençage ont été comparés afin d'arriver à 
une séquence consensus pour chaque allèle. Pour les 130 isolats, les séquences ont 
été déterminées pour chacun des sept loci et les profils alléliques ont été attribués. La 
taille des allèles choisis pour le système MLST se situait entre 405 pb (zwf) et 627 pb 
(dnU) de longueur et on retrouvait entre 6 et 12 allèles par locus (tableau 2). 
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Tableau 2. Diversité génétique des différents loci. 
Locus Taille des 
fragments (bp) 
Nombre d'allèles 
retrouvés 
Nombre de sites 
variables par locus 
% de site variable Ratio du / ds 
dnU 627 12 13 2.07 0.733 
clpX 528 8 8 1.52 0.268 
:wf 405 9 8 1.98 0.415 
pepA 598 8 10 1.67 0.720 
proS 572 6 8 1.40 0.145 
pheT 573 6 6 1.05 0.439 
glgA 554 6 8 1.44 0.222 
Relation entre les isolats de C. trachomatis. La figure 3 montre un 
dendrogramme UPGMA pour les 130 isolats. Les isolats sont nommés de la façon 
suivante : Génotype par séquençage de ompA - Numéro d'échantillon ou de référence 
- Provenance, suivi par la séquence-type qui est associée à cet isolât et le profil 
allélique entre parenthèses. 
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Figure 3. Dendrogramme démontrant les relations génétiques entre les 130 isolats de 
C. trachomatis. Les données ont été regroupées par UPGMA. 
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Voici la légende de la figure 3 qui n'a pu être inclue sous la figure pour cause 
de manque d'espace : ? : Indéterminé ; tr : isolats de trachome provenant de la 
Tanzanie ; ET : Estrie ; RCA : République Centrafricaine ; IC : Iles Comores ; GH : 
Ghana ; GC : Guinée Conakry ; BF : Burkina Faso. La même figure se retrouve en 
annexe en format agrandi. En annexe, on retrouve aussi le tableau 4 qui est un tableau 
des isolats regroupant toutes les informations de l'arbre phylogénétique. 
Selon l'arbre phylogénétique produit grâce aux profils alléliques, les isolats se 
sont regroupés selon le type d'infection causée, i.e. les ITS, le trachome et le LGV. 
Les isolats ont été catégorisés en 29 séquences-types, où 17 profils alléliques (58,6% 
des ITS, 13,1% des isolats) ont été identifiés une fois seulement. La séquence-type la 
plus représentée, ST6, a été attribuée 24 fois tandis que les autres séquences-types 
avaient été attribuée entre 2 et 22 fois. Les séquences-types ont été séparés en 4 
grands complexes clonaux par BURST et par eBURST (FEIL et al., 2004) 
(FRANCISCO et al., 2009) (SPRATT et al., 2004) comme montré à la figure 4. 
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Figure 4. Complexes clonaux identifiés par BURST et eBURST 
BURST 
SLV ST 
ocy ST 
SLV UFTK BIVUM 
Les complexes 3 et 4 n'ont pas de représentation schématique dû au faible nombre d'isolats inclus. 
SLV ST : Single Locus Variant ; DLV ST : Double Locus Variant ; SAT ST : Satellite ST ; SLV Link : 
Single Locus Variant Link ; DLV Link : Double Locus Variant Link 
eBURST 
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Voici la légende de la figure 4 qui n'a pu être incluse sous la figure pour cause 
de manque d'espace. Les complexes clonaux sont identifiés par BURST et eBURST. 
Les séquences-types de 7 loci chacun ont été regroupés selon leur ressemblance. Un 
complexe clonal comprend les isolats donc le profil MLST comprend 3 loci 
divergents et moins. Le single locus variant signifie donc 1 locus divergent par 
rapport au ST central et double locus variant signifie 2 loci de divergence. Les ST 
satellites sont ceux qui divergent par 3 loci par rapport au génotype central. 4 loci de 
divergence amène le ST à se retrouver dans un nouveau complexe clonal. 
Le génotype central du complexe se retrouve au centre des ramifications. Plus 
une souche est éloignée du génotype central, plus elle est différente de celui-ci. Le 
complexe ST1 est le plus grand complexe clonal et comprend 63 isolats représentant 
11 séquences-types différentes, dont le ST21 qui est considéré comme satellite du 
complexe clonal. Le complexe ST19 comprend 38 isolats, représentant aussi 11 
séquences-types distinctes, dont le ST22, lui aussi satellite du complexe clonal. Les 
autres complexes contiennent 26 et 3 isolats, ce qui représente 4 et 3 séquences-types 
différents, respectivement, comme indiqué au tableau 3. Comme les complexes 3 et 4 
contiennent très peu d'isolats, le nom de ces complexes a été donné arbitrairement. 
Les complexes ST1 et ST19 sont strictement associés à l'ITS. Le complexe ST24 est 
strictement associé au trachome et le complexe ST27 est strictement associé au LGV. 
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Tableau 3. Complexes clonaux pour les isolats de C. trachomatis obtenus par MLST 
Complexe clonal Nombre de 
séquences-types 
Nombre d'isolats Nombre de génotype Provenance 
1 11 63 5 LSPQb, Estrie et Afrique 
19 11 38 9 LSPQ", Estrie et Afrique 
24* 4 26 5 LSPQ6 et Tanzanie 
(trachome) 
27" 3 3 3 LSPQ" 
* Les noms de ces complexes clonaux sont arbitraires. Il n'y a pas assez d'isolats dans ces complexes 
pour déterminer lequel est l'ancêtre commun. 
b Les souches de references proviennent du Laboratoire de Santé Publique du Québec. 
Le pouvoir de discrimination, l'indice d'association et le ratio dN/ds. La 
valeur de la puissance discriminatoire du régime MLST est 0,901 (90,1%). Une valeur 
du pouvoir discriminant de plus de 90% est considérée comme suffisante pour une 
méthode de typage. Le degré de recombinaison a été évalué par la détermination de 
l'indice d'association (U). La valeur de IA pour l'ensemble des données MLST est de 
3,809; lorsqu'un seul exemplaire de chaque ST est inclus, la valeur de U est de 2,477. 
Les deux valeurs sont significativement supérieures à zéro. Une valeur de IA de zéro 
est à prévoir pour une population qui est en équilibre de liaison, c'est-à-dire qui peut 
procéder à des recombinaison sans contraintes, ce qui n'est pas souhaitable dans un 
schéma MLST. Les ratios dN/ds varient de 0.145 (proS) à 0.733 (dnlJ), comme 
démontré au tableau 2. Un ratio dn/ds d'une valeur de 1 indique que la sélection se fait 
contre le changement d'acide aminé, donc que la recombinaison ou les mutations se 
font sous une forte contrainte. 
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Relations entre les séquences types et pays d'origine. Nous n'avons pas 
observé d'association exclusive entre la plupart des séquences-types et le pays ou 
continent d'origine. La séquence-type la plus fréquemment observée, ST6, a été 
identifié principalement pour les isolats des différents pays africains, sans distinction 
entre l'Afrique de l'ouest, l'Afrique centrale ou orientale. ST4 est strictement associée 
à l'Afrique centrale. Pour sa part, la ST16 est strictement associée à l'Estrie. Il est 
cependant difficile de tirer des conclusions géographiques avec si peu d'isolats. 
Relations entre les séquences-types et les génotypes obtenus par 
séquençcage. Le regroupement des séquences-types par MLST a généralement 
rassemblé les mêmes génotypes ensemble dans un ou deux STs étroitement liés, sauf 
pour les génotypes D, G et Ba. Les génotypes D et G ont été divisés en 8 et 5 
séquences-types respectivement qui sont inclues dans 2 différents complexes clonaux. 
Le génotype Ba a été séparé en deux ST différentes dans des complexes clonaux 
distincts, l'un pour les échantillons urogénitaux et l'autre pour la souche de référence 
du trachome. D'autre part, les 37 souches de génotype E ont été trouvées dans 4 STs 
différentes qui différaient seulement pour les allèles dnlJ et pepA. Tous les isolats de 
génotype E se retrouvent dans le même complexe clonal, ST1. Le complexe ST24 
comprend uniquement les isolats associés au trachome et le complexe ST27 inclus 
toutes les souches de LGV, et ce, de façon exclusive. Les mêmes analyses de 
phylogénie ont été effectuées pour les séquences de ompA afin d'obtenir le 
dendrogramme UPGMA pour les génotypes (figure 5). 
Les regroupements obtenus pour ompA ne séparent pas les génotypes selon le type 
d'infections causées, c'est-à-dire le trachome, l'ITS et le LGV. Ils se regroupent 
plutôt selon leur propriété antigénique, c'est-à-dire en complexe B, C et intermédiaire, 
comme attendus. 
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Figure 5. Dendrogramme UPGMA pour les génotypes selon la séquence de ompA 
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Le nom des isolats est indiqué comme suit : Numéro de l'isolât, génotype (si confirmé) et provenance. 
Les 22 isolats de trachomes provenant de la Tanzanie n'ont pas été inclus car ils seront discutés plus 
loin. 
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Pour ce qui est des isolais de trachome provenant de la Tanzanie, le 
séquençage de ompA semble suggérer que ce génotype serait un variant du génotype 
A, comme d'autres isolats africains de provenance oculaire, tel que montré à la figure 
6. Le génotype A n'est pas associé aux infections urogénitales. De plus le génotype 
A n'a pas de variant connu à ce jour. 
Figure 6. Dendrogramme UPGMA d'un isolât de trachome provenant de la Tanzanie 
en comparaison avec d'autres génotypes habituellement associés au trachome 
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Les isolats LSPQ A, B, Ba et C sont les souches de référence pour le trachome. Les isolats IC 16 et 19 
proviennent d'échantillons urogénitaux et l'isolât 50 de l'Estrie est un échantillon urogénital de 
génotype Ba. 
Afin de confirmer la présence du A variant pour les isolats urogénitaux, des 
analyses de RFLP ont été effectuées sur certains de ces isolats. La technique du 
RFLP utilise une section plus importante du gène ompA que le séquençage qui est 
inclus dans le schéma MLST. Les profils de migration obtenus sont présentés à la 
figure 7. 
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Figure 7. Profils de migration d'isolats urogénitaux « A variants » par RFLP. 
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Les profils de migration de certaines souches de « A variant » (ICI6, ICI9 et IC44) en comparaison 
avec la souche de référence LSPQ A. 
Suite à la migration des produits de digestion, l'analyse des fragments de 
l'ADN digérés a été faite en comparaison avec les isolats de référence provenant du 
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LSPQ. Les isolats ICI6, ICI9 et IC44 sont des isolats urogénitaux qui ont été estimés 
comme des A variants par séquençage. Il est possible de voir que le ICI9 n'a pas un 
profjl de digestion utilisable à cause d'une contamination. Les autres isolats 
Urogénitaux avec un génotype de A variant ont des profils de digestion similaires. En 
comparaison avec les souches de référence A, H et I (provenant du LSPQ), on 
remarque que les isolats urogénitaux ont des profils de digestion uniques. Le profil de 
(Jj^esJfon qui se rafjpj'Ophe le plus des profils de digestion des isolats urogénitaux est 
le profil du génotype souche de référence isolée du trachome. 
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Discussion 
L'objectif principal de cette étude était d'accroître la compréhension de la 
génétique de la population de C. trachomatis en mettant au point un nouveau système 
MLST. Pour ce faire une sélection rigoureuse des gènes a été faite. Quatre-vingt 
quinze gènes ont été examinés in silico et 11 d'entre eux ont été présélectionnés pour 
les études de phylogénie, amenant la sélection de 7 gènes métaboliques pour le 
schéma. Ensuite, le séquençage de fragments des 7 gènes métaboliques, très dispersés 
sur le génome, a été fait pour 115 isolats cliniques de C. trachomatis et 15 souches de 
référence. Suite aux analyses phylogénétiques, 29 séquences-types ont été trouvées, 
séparées en 4 complexes clonaux. 
Récemment, trois systèmes MLST ont déjà été proposés à la communauté 
scientifique. Le premier système proposé (KLINT et al., 2007) présentait un schéma 
MLST comportant 5 gènes en plus du gène ompA, dont trois ont des fonctions 
hypothétiques, et un gène (pbpB) fort probablement soumis à la pression sélective du 
milieu, ayant un taux de mutation plus élevé que le restant du génome (NUNES et al., 
2008). La sélection des gènes pour ce schéma s'est faite sur la base de leur grande 
variabilité en comparaison du reste du génome De plus, la taille des fragments 
obtenus par l'amplification de ces gènes se situait entre 382 pb et 2377 pb, ce qui 
nécessite la tenue de deux réactions de PCR différentes, une pour les plus petits 
fragments et une autre pour les plus gros fragments. Une conséquence associée à 
cette nécessité était que le volume d'échantillon requis pour l'analyse est plus 
important, étant donné la nécessité de faire trois amplifications différentes avec le 
même échantillon (un petit fragment, un gros fragment et ompA). Une autre limitation 
de cette étude est que les échantillons provenaient tous de la même région en Suède, 
région qui est probablement soumis à très peu de mixage génétique. Les échantillons 
semblaient tous provenir de la même éclosion. Aussi, l'index de diversité de Simpson 
pour ce système MLST est sous la norme du CLSI (CLSI, 2007) de 90 %. Les 
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résultats obtenus sont très discriminants envers les isolats et permettent de faire des 
liens entre les isolats du point de vue de la propagation de la maladie. Finalement, 
toutes ces raisons permettent de constater que le système MLST proposé est beaucoup 
plus un système qui est utile pour la surveillance des éclosions que pour la génétique 
des populations. Ce système n'apporte pas d'informations quant à la structure de la 
population de C. trachomatis, à savoir si la population est clonale ou non. 
Le deuxième schéma proposé (PANNEKOEK et al., 2008) comprenait 7 gènes 
avec une fonction métabolique et des tailles de fragments situés entre 381 pb et 494 
pb. Par contre, seulement cinq isolats cliniques ont été utilisés pour cette étude, les 
autres échantillons provenant de souches de référence. Un total de 24 échantillons de 
C. trachomatis ont été utilisés pour établir le schéma MLST. Considérant que les 24 
isolats se sont résolus en 15 séquences-types, il y a donc moins de 2 isolats par 
séquence-type, entraînant une difficulté d'extrapolation des résultats à la population 
entière de C. trachomatis. De plus, aucune comparaison n'a été faite avec le 
génotype par ompA. Il est donc peu probable voire impossible avec ce système de 
trouver un lien entre le phénotype clinique et le génotype de ompA. Aussi, l'ADN des 
souches de références et des 5 isolats cliniques a été obtenu suite à l'extraction des 
corps élémentaires à partir de cultures cellulaires. La culture cellulaire est une 
méthode coûteuse et fastidieuse (entre 3 et 7 jours). De plus, des recherches sur le 
sujet ont démontré que seulement 70% à 80% des isolats de C. trachomatis peuvent 
pousser en culture cellulaire (SCHACHTER, 1984) (LEES et al., 1988). Encore une 
fois, ce système MLST ne semble pas adapté à des recherches poussées en 
épidémiologie, en particulier pour la génétique des populations. 
Le dernier système proposé (DEAN et al., 2009) est très similaire à celui 
proposé dans cette recherche. Le choix des gènes inclus dans cette étude a été fait de 
façon analogue à ce qui a été présenté dans le cadre de ce projet. Ainsi, sept gènes 
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avec une fonction métabolique ont été sélectionnés. Des analyses phylogénétiques 
comparables ont été effectuées. Cependant, moins d'échantillons cliniques ont été 
utilisés mais leur diversité géographique est par contre plus élevée. De plus, la grande 
différence avec le schéma proposé ici est que l'amplification de l'ADN par la réaction 
de PCR ne se fait ni en PCR multiplexe, ni en PCR nichée. 
Les traits distinctifs de cette étude par rapport aux autres études déjà proposés 
sont d'abord le fait que la collecte des divers isolats de C. trachomatis n'impliquait 
pas la nécessité de faire de la culture cellulaire. Comme mentionné précédemment, la 
culture cellulaire n'est optimale que pour 70% à 80% des isolats de C. trachomatis 
(SCHACHTER, 1984) (LEES et al., 1988). De plus, la culture cellulaire apporte un 
potentiel de mutation à la bactérie, par le contact de la bactérie avec d'autres isolats de 
souches différentes et d'autres bactéries éventuellement, dans les cas de co-infection. 
Afin de régler le problème posé par la culture cellulaire, la stratégie adoptée a été le 
jumelage de l'amplification par la PCR nichée avec l'amplification par la PCR 
multiplexe. L'amplification par la PCR nichée permet d'amplifier et de séquencer des 
isolats pour lesquels la quantité d'ADN recherché est faible en plus d'augmenter la 
spécificité de l'amplification, du à la double amplification du même fragment de gène 
par deux paires d'amorces différentes (LAN et al., 1994). De plus, à la première 
amplification nichée avait été jointe une amplification mutiplexe. L'avantage de cette 
amplification multiplexée est de permettre l'amplification de plusieurs gènes en même 
temps pour un seul volume d'ADN (MARKOULATOS et al., 2002). Aussi, la 
validation du schéma MLST a été faite à l'aide d'une variété d'isolats, tant 
urogénitaux que de trachome, qui proviennent de différentes régions du monde (Estrie 
versus Afrique). Ces régions sont des zones avec peu de mixage de population. En 
effet, peu d'africains viennent en Estrie, amenant avec eux de nouvelles souches dans 
la région, et vice versa (MATTEELLI et CAROSI, 2001) (ETKIND et al., 2006). De 
plus, ces régions n'ont pas le « brassage » de population qu'ont les grandes villes 
comme New York, Londres ou Bangkok. Enfin, ce ne sont pas des régions qui sont 
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réputées pour leur tourisme sexuel, comme Bangkok ou Singapour (MEMISH et 
OZOBA, 2005). Un autre avantage du système MLST présenté dans cet ouvrage est 
la comparaison avec le génotypage de ompA. Cette comparaison permet de mettre en 
évidence les nouvelles associations qui seront observés par MLST versus les 
associations qui sont déjà faite par le génotypage de ompA, comme la surveillance des 
éclosions. 
Suite à la sélection des gènes in silico et à la production des amorces associées, 
les réactions d'amplification de la PCR ont été optimisées et les premiers isolats ont 
été séquencés. On se retrouve donc avec 21 STs pour 40 isolats typés. On retrouve 
des isolats de l'Estrie et des îles Comores avec plusieurs profils alléliques distincts. 
Avec le schéma MLST final, on retrouve 29 STs différentes réparties en 4 complexes 
clonaux. On retrouve autant d'isolats provenant de l'Estrie que d'isolats provenant de 
diverses régions Africaines, et ce pour les deux complexes associés à l'ITS. De plus, 
on retrouve des isolats d'origine africaine ayant le même profil allélique que des 
isolats de l'Estrie, et ce pour 4 STs. Ainsi, même si la grande majorité de nos isolats 
proviennent de zones avec peu de mixage génétique, l'hétérogénéité génétique est 
comparable à ce qui est observé dans les zones avec de grands brassages de 
populations. Ceci permet de conclure que le taux élevé de diversité génétique des 
génotypes ompA observé à l'échelle internationale est aussi reflété sur une niche 
écologique beaucoup plus restreinte, comme l'Estrie. 
Le regroupement des génotypes similaires par la méthode du MLST reflète 
l'origine pathologique des échantillons beaucoup plus que les classes obtenues par la 
méthode de RFLP. En effet, les isolats de trachome sont regroupés dans un complexe 
clonal distinct, le ST24. Les isolats de LGV sont aussi regroupés dans un complexe 
clonal distinct, le ST27. Finalement, les isolats d'ITS sont regroupés en 2 complexes 
clonaux, le premier regroupant des génotypes Ba urogénitaux, D, G, H, I, la, J et K, le 
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second regroupant des isolats de D, E, F et Ja. Selon les classes obtenues par RFLP 
(FROST et al., 1993), le sérogroupe B comprend les génotypes B, Ba, D, E, L1 et L2, 
le sérogroupe C comprend les génotypes A, C, H, I, la, J, Ja, K et L3 et finalement, le 
sérogroupe intermédiaire comprend les génotype F et G. Donc le RFLP ne permettait 
pas de d'identifier un sérogroupe à une pathologie distincte. Comme les complexes 
d'ITS obtenus par MLST ne sont pas en lien avec les classes prédéfinies auparavant 
par le RFLP, ceux-ci reflètent mieux les origines pathologiques de C. trachomatis. 
De plus, il est facile d'identifier des complexes clonaux à chaque type pathologique. 
Cette divergence de regroupement entre les génotypes similaires par RFLP et ceux par 
MLST est probablement explicable par le fait que le RFLP est une technique qui est 
basée sur le génotypage du gène ompA, qui est soumis à la pression sélective du 
milieu alors que le MLST utilise des gènes métaboliques, qui sont très peu soumis à 
une pression évolutive. Donc, cette technique de MLST pourra fort probablement 
répondre aux questions d'épidémiologie, comme l'origine pathologique, qui sont 
restées sans réponse par les autres techniques existantes, comme le RFLP. 
Il y a des divergences entre les isolats provenant de l'Afrique, sans 
considération entre les divers pays, et ceux provenant de l'Estrie pour un même 
génotype. Par exemple, les génotypes E d'isolats africains n'ont pas le même profil 
allélique que les isolats de génotype E de l'Estrie. Ils restent cependant dans le même 
complexe clonal, le ST1. De même, les génotypes G provenant de l'Afrique n'ont pas 
le même profil allélique que les isolats de génotype G de l'Estrie. Les isolats africains 
se regroupent avec les génotypes la, J et H alors que les isolats de l'Estrie se 
regroupent avec les génotypes Ba urogénitaux, D et K. Ils restent cependant dans le 
même complexe clonal, le ST19. Finalement, les génotypes D provenant de l'Afrique 
se retrouvent principalement dans le complexe clonal ST1 avec les génotypes F alors 
que les isolats de l'Estrie de génotype D se retrouvent pour la plupart dans le 
complexe clonal ST19, avec les génotypes Ba urogénitaux. Toutes ces divergences 
amènent à la conclusion que les isolats de l'Estrie et ceux de l'Afrique ont évolué sans 
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lien géographique entre eux. Ainsi, il est possible que l'origine de C. trachomatis se 
retrouve en Afrique par exemple et que suite à des explorations de ces terres par les 
Européens, les isolats se retrouvent en Europe. Ensuite, lors de l'émigration des 
peuples européens vers l'Amérique, ces isolats, pouvant avoir subi une légère 
évolution en Europe, se retrouvent en Amérique. Finalement, comme l'émigration et 
les voyages à travers le monde sont fréquents depuis quelques décennies seulement, 
les isolats de l'Afrique et ceux de l'Amérique ont pu évoluer de façon indépendante, 
sans « mixage » génétique de ces populations. Il est à noter que lorsqu'on parle 
d'évolution ici, il ne s'agit que de quelques bases de différence dans la séquence 
complète des gènes métaboliques. 
De plus, le même concept est applicable lorsqu'on regarde les isolats de 
l'Afrique entre eux. Les personnes de l'Afrique de l'ouest anglophone (ex : Ghana) et 
francophones (ex : Burkina Faso) n'ont pas connu de « brassage » de population 
important avant l'ère moderne. De plus, les contacts avec l'Afrique centrale (ex : 
République Centrafricaine) et l'Afrique de l'est (ex : Iles Comores) ont aussi été 
limités. Ainsi, les isolats à l'intérieur de ces secteurs ont pu évoluer différemment les 
uns des autres. Étant donné le peu d'échantillons africains inclus dans cette étude, il 
est difficile de voir clairement cette évolution à l'aide du MLST. 
L'analyse des données de discrimination permet de constater que la technique 
est suffisamment discriminante, puisque l'index de diversité de Simpson est supérieur 
à 90%, tel que recommandé par le CLSI (CLSI, 2007). L'index d'association pour 
cette technique, lorsque toutes les données sont inclues, est de 3,809; lorsque 
seulement un exemplaire de chaque ST est inclues, la valeur diminue à 2,477. 
L'index d'association est la mesure de l'ampleur de l'équilibre de liaison qui permet 
de quantifier la quantité de recombinaisons qui se sont produites parmi des séquences 
sélectionnées. Plus il y a d'événements de recombinaison, plus la valeur de l'index 
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d'association tendra vers 0 et plus la population aura évolué depuis l'origine 
commune. Plus cette même valeur de IA est élevée, plus la population à l'étude par 
l'analyse des séquences se révélera être une population clonale, donc avec peu ou pas 
d'événements de recombinaison (SMITH, 1999) (SMITH et al., 2000). Dans le cas de 
la population de C. trachomatis, la population est très certainement clonale. Le 
potentiel de recombinaison de la population de C, trachomatis est donc faible, 
indiquant que les diverses souches de C. trachomatis ont peu évolué par rapport à leur 
ancêtre commun. Finalement, la mesure du ratio du taux de substitution non 
synonymes versus le taux de substitution synonymes permet de mesurer si les 
changements au niveau du génome se sont fait contre la pression d'adaptation ou 
encore avec la sélection naturelle. Un ratio sous la valeur seuil de 1 sous entend que 
la mutation d'un nucléotide entraînant une substitution non synonyme se fait contre la 
pression de la sélection naturelle (NEI et GOJOBORI, 1986). Dans le cas de notre 
système MLST, l'analyse de chaque gène révèle que la pression de sélection agit 
contre le changement de la séquence protéique. En lien avec ce qui a été déterminé 
plus tôt, on peut affirmer que le génome de C. trachomatis est plutôt conservateur, 
s'expliquant par le fait qu'il y a peu d'événements de recombinaison qui se sont 
produit et que les diverses souches de la bactérie ont peu évolué depuis leur ancêtre 
commun. 
En ce qui concerne le génotype A variant qui a été découvert chez les isolats 
urogénitaux, de nouvelles analyses seront nécessaires. Selon le séquençage du gène 
ompA, la séquence de ces isolats urogénitaux se rapproche grandement de la souche 
de référence A du LSPQ, qui provient d'un isolât de trachome. Par RFLP, aucun des 
profils de digestion connu parmi les profils similaires au génotype A n'est identique à 
celui du profil de digestion des isolats urogénitaux. Par conséquent, il est impossible 
pour le moment de déterminer s'il s'agit réellement d'un nouveau génotype A variant. 
Il faudrait procéder au séquençage complet du gène ompA. Pour ce faire de nouvelles 
amorces devront être produites et validées avant le séquençage. 
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Conclusion 
L'élaboration d'un nouveau système de « multilocus sequence typing » 
(MLST) pour Chlamydia trachomatis a été la ligne directrice de cette maîtrise. 
D'abord la sélection de gènes métaboliques a été effectuée in silico en comparant les 
génomes de deux souches de référence de C. trachomatis, A/HAR-13 et D/UW-3/Cx. 
La sélection des gènes a été faite selon leur fonction métabolique et le nombre de 
différences pour chaque gène entre les deux génomes. Une présélection de 11 gènes a 
été faite en se basant sur ces critères. Les gènes choisis sont : dnU, zwf clpX, proS, 
pepA, pheT et glgA. Des amorces ont été crées pour ces gènes ainsi que de nouvelles 
amorces pour le gène ompA. Par la suite, la PCR multiplexe nichée a été optimisée et 
les 40 premiers isolats ont été séquencés. Ensuite, des arbres phylogénétiques ont été 
créés afin de comparer les différents gènes entre eux et de choisir les plus 
discriminants pour la nouvelle technique de MLST. Les analyses phylogénétiques des 
11 gènes versus l'analyse des 7 gènes finaux choisis ont démontré que l'ajout de 
gènes aux 7 gènes finaux n'augmentait pas de façon très significative la résolution des 
isolats. De plus, au niveau de la technique, l'ajout de gènes augmente le temps 
technique nécessaire en plus d'augmenter les coûts. 
Suite à la sélection des 7 gènes finaux, 115 isolats cliniques et 15 isolats de 
référence ont été analysés à l'aide du nouveau système MLST. Les isolats ont été 
résolus en 29 séquences-types différentes. Ces 29 profils alléliques ont été regroupés 
en 4 complexes clonaux. Deux de ces complexes sont associés exclusivement aux 
infections transmissibles sexuellement, un complexe est associé exclusivement aux 
isolats de trachome et le dernier complexe clonal est strictement associé aux isolats de 
LGV. Les mêmes isolats ont été analysés selon la séquence de ompA, le gène qui est 
la référence pour C. trachomatis en ce moment. Par le séquençage d'ompA, les isolats 
46 
ne sont pas résolus selon leur type d'infection (ITS, trachome ou LGV) mais selon la 
ressemblance de leur propriété antigénique d'ompA. 
Les analyses de phylogénie faites sur le schéma MLST permettent de constater 
que le schéma répond aux critères de discrimination en ayant un index de diversité de 
Simpson de 90,1%, la valeur seuil étant de 90%. De plus, le taux de substitution non-
synonymes versus synonymes permet d'évaluer que les gènes sont bien des gènes 
métaboliques qui ne sont pas soumis à la pression de sélection car la valeur de leur 
taux dN/ds se situe sous la barre du 1, signifiant que les mutations non synonymes 
d'un seul nucléotide ne sont pas favorisées par la pression de sélection. Finalement, 
les locus ont été évalués comme indépendant, et donc pas en déséquilibre de liaison, 
par l'index d'association. 
La recherche d'associations entre les isolats de C. trachomatis évalués par le 
MLST a permis d'affirmer que la population de C. trachomatis est une population 
clonale, avec très peu d'événements de recombinaison. Finalement, l'analyse 
d'échantillons cliniques a permis d'avancer qu'un nouveau génotype, dérivant du 
génotype A, est possiblement retrouvé chez des échantillons urogénitaux. Des études 
subséquentes sur ce génotype seront nécessaires afin de confirmer le nouveau 
génotype. Le système MLST présenté dans ce travail a donc permis l'avancée des 
connaissances de la génétique de la population de C. trachomatis mais il reste encore 
de nombreuses questions non élucidées qui pourront éventuellement être résolues par 
l'ajout de nombreux isolats et la création d'une base de données mondiale. 
47 
Perspectives 
Il serait pertinent de comparer le schéma MLST présenté par Dean et al. (DEAN et al., 
2009) à notre schéma MLST avec les mêmes isolats afin de comparer les conclusions 
obtenues par chacun des systèmes. Il serait ensuite possible de jumeler les deux 
systèmes afin de sélectionner les meilleurs gènes pour pouvoir faire un système 
MLST global encore plus performant. 
Il serait aussi pertinent de prendre des isolats cliniques de LGV, pour lequel aucun 
système proposé n'a jusqu'à maintenant fait l'analyse. Le manque de disponibilité de 
tels isolats est probablement la raison de cette lacune. Il serait intéressant de prendre 
des isolats provenant de patients pour lesquels il y a eu infection récurrente et de 
vérifier à l'aide du système MLST si le profil allélique est le même au cours des 
différentes infections. Ceci pourrait permettre d'identifier les souches persistantes. 
Des études plus poussées sur ces mêmes souches pourraient par la suite nous aider à 
démystifier le mécanisme de la persistance à C. trachomatis. Dans un même ordre 
d'idée, la comparaison du système MLST avec certaines la réponse immunologique à 
hsp60 pourrait permettre de déterminer l'origine clonale de la persistance. 
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ANNEXE 
Figure 1. Dendrogramme démontrant les relations génétiques entre les 130 isolats de C. 
trachomatis. Les données ont été regroupées par 
IPGMA. 
- >ôt. • • • 
- Mrirr-î 
i'-iu.'i-
ivr.m 
£4^j«'r-£ 
?iy:rr^ 
urver-tizii"'-
ç.rr$tiû:;mm 
£-^r^ :::rf 
£-w. iî-c 
SJ,-;.A:ôv s::r?' 
E-KÎ3-3H 
ek:"-:«h 
i-V 
g.ç'.ic r<"::t4ï« 
;:;v 
ÇA..* 
• : ; ! • ' •  
h::-:®:-
E3«% 
&W1:-
Ê-TV1:-
>*<•:;; • ' • • 
Erff rr.n;:iT 
Me;# ;T< i;:' * ! • 
E-c-:-8f vT.M:;W 
« ;T.; iiis * i * 
* .4-^-tt 
f-u.v^o;t-* m-r 
fv%> ri- • 
'/-i 
fwcc.C n-:;;-*-: 
F-wsrr-i 
f.ç*:f5.frr.î :::vm 
F4i-c :*i f=-j:'seTr-i 
rr-io-p:- - -
rv;C 
w-F :T-' • 
MvT I.V C«:i" 
- :*-r r::T 
r-zu-K* 
"jt4 c ' • : 1 ' ' 
:  : : i i ^ « r t  *  i  
i*4c;:1 ' i 
- J^;WfH5T.;7;4î';.^; 
j j ( j j f j ! j j j 
i i i : ; ; * •• : i 
! riv»?v»tvr» 
Tableau 4 : Lignées de C. trachomatis 
Isolats 
Lignées ST Profil MLST" Nom Type Provenance Génotype ompA' 
Complexe ST-1 1 2,2,2,5,1,1,1 ?-160-ET Urogénital Estrie, Québec Ind. 
D-192-BF Urogénital Burkina Faso D 
E-97-ET Urogénital Estrie, Québec E 
F-ll-IC Urogénital îles Comores F 
F-2081-RCA Urogénital République Centrafricaine F 
F-2140-RCA Urogénital République Centrafricaine F 
F-2313-ET Urogénital Estrie, Québec F 
F-49-IC Urogénital îles Comores F 
F-5366-ET Urogénital Estrie, Québec F 
F-5435-ET Urogénital Estrie, Québec F 
F-HN062-IC Urogénital îles Comores F 
F-K103-GH Urogénital Ghana F 
F-K174-GH Urogénital Ghana F 
Ja-2034-RCA Urogénital République Centrairicaine Ja 
F-UW-55/Ur Urogénital LSPQ F 
2 2,2,7,5,1,1,1 D-2192-ET Urogénital Estrie, Québec D 
3 9,2,2,5,1,1,1 Ja-3662-ET Urogénital Estrie, Québec Ja 
Ja-4837-ET Urogénital Estrie, Québec Ja 
4 2,1,2,5,1,1,1 D-2113-RCA Urogénital République Centrafricaine D 
D-2241-RCA Urogénital République Centrafricaine D 
F-2160-RCA Urogénital République Centrairicaine F 
F-2244-RCA Urogénital République Centrafricaine F 
F-2270-RCA Urogénital République Centrafricaine F 
5 10,1,2,5,1,1,1 D-14-IC Urogénital îles Comores D 
6 3,2,2,1,1,1,1 E-038-BF Urogénital Burkina Faso E 
E-092-BF Urogénital Burkina Faso E 
E-171-BF Urogénital Burkina Faso E 
E-2002-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-2045-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-2073-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-2103-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-215-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-2245-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-2269-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-2292-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-2312-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-2327-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-2372-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
Suite sur la page suivante 
Tableau 4 - Suite 
Isolais 
Lignées ST Profil MLST*1 Nom Type Provenance Génotype ompAc 
E-23-IC Urogénital îles Comores E 
E-2407-RCA Urogénital République Centrafricaine E 
E-3-IC Urogénital îles Comores E 
E-4464-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-53-1C Urogénital îles Comores E 
E-69-1C Urogénital îles Comores E 
E-K237-GH Urogénital Ghana E 
E-K327-GH Urogénital Ghana E 
E-K329-GH Urogénital Ghana E 
E-UW-5/Cx Urogénital I.SPQ E 
7 8,2,2,1,1,1,1 E-13-ET Urogénital Estrie, Québec E 
8 2,2,2,1,1,1,1 E-096-GC Urogénital Guinée Conakry E 
E-104-GC Urogénital Guinée Conakry E 
E-126-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-1299-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-2286-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-327-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-4871-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-4947-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-5330-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-5572-ET Urogénital Estrie, Québec E 
E-588-ET Urogénital Estrie, Québec E 
9 2,2,2,2,1,1,1 D-2373-ET Urogénital Estrie, Québec D 
10 3,2,2,8,1,1,1 ?-2225-RCA Urogénital République Centrafricaine Ind. 
21 3,7,2,1,1,3,2 0-2412-RCA Urogénital République Centrafricaine G 
Complexe ST-19 11 3,1,3,4,2,2,2 H-1640-ET Urogénital Estrie, Québec H 
H-32-ET Urogénital Estrie, Québec H 
H-6019-ET Urogénital Estrie, Québec H 
J-UW-36/Cx Urogénital I.SPQ J 
K-38-ET Urogénital Estrie, Québec K 
12 3,1,3,4,2,3,2 7-16-ÏC Urogénital îles Comores Ind. 
7-30-IC Urogénital îles Comores Ind. 
7-44-IC Urogénital îles Comores Ind. 
7-54-IC Urogénital îles Comores Ind. 
7-HN071-IC Urogénital îles Comores Ind. 
7-HN034-IC Urogénital îles Comores Ind. 
G-15-IC Urogénital îles Comores G 
G-2119-RCA Urogénital République Centrafricaine G 
G-K190-GH Urogénital Ghana G 
Suite sur la page suivante 
ST 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
22 
23 
24 
25 
29 
Tableau 4 - Suite 
Isolais 
Profil MLST* Nom Type Provenance Génotype ompA' 
G-K278-GH Urogénital Ghana G 
G-K74-GH Urogénitai Ghana G 
Ia-1695-ET Urogénital Estrie, Québec la 
Ia-5252-ET Urogénital Estrie, Québec la 
Ia-K267-GH Urogénital Ghana la 
J-1744-ET Urogénital Estrie, Québec J 
J-753-ET Urogénital Estrie, Québec S 
11,1,9,4,2,6,2 7-796-ET Urogénital Estrie, Québec Ind. 
1,6,1,2,2,2,2 D-K182-GH Urogénital Ghana D 
D-K205-GH Urogénital Ghana D 
1,6,1,4,2,2,2 H-UW-4/Cx Urogénital LSPQ H 
1,1,1,2,2,2,6 Ba-346-ET Urogénital Estrie, Québec Ba 
Ba-50-ET Urogénital Estrie, Québec Ba 
D-1096-ET Urogénital Estrie, Québec D 
G-1834-ET Urogénital Estrie, Québec G 
K-1088-ET Urogénital Estrie, Québec K 
Ba-5144-ET Urogénital Estrie, Québec Ba 
1,1,1,2,5,2,2 G-UW-57/Ur Urogénital LSPQ G 
1,1,1,2,6,2,2 J-2-IC Urogénital îles Comores i 
1,1,1,2,2,2,2 D/UW-3/CX Urogénital LSPQ D 
I-UW-12/Ur Urogénital LSPQ I 
K-ATCC VR877 Urogénital LSPQ K. 
7,1,1,2,2,2,2 D-5363-ET Urogénitai Estrie, Québec D 
3,1,4,2,5,3,2 G-5061-ET Urogénital Estrie, Québec G 
4,5,6,33,2,5 A-G-17/OT Trachome LSPQ A 
4,3,4,3,3,2,4 Ba-LSPQ Trachome LSPQ Ba 
B-TW-5/OT Trachome LSPQ B 
4,3,6,3,3,2,4 C-TW-3/OT Trachome LSPQ C 
12,8,4,3,3,2,4 ?-trl430 Trachome Tanzanie Ind. 
?-trl 1209 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr12408 Trachome Tanzanie Ind. 
?-trl 3442 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr15026 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr15983 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr16082 Trachome Tanzanie Ind. 
?-trl6148 Trachome Tanzanie Ind. 
?-trl8810 Trachome Tanzanie Ind. 
?-trl8832 Trachome Tanzanie Ind. 
?-trl 8854 Trachome Tanzanie Ind. 
Suite sur la page suivante 
Tableau 4 - Suite 
Isolais 
Lignées ST Profil MLST" Nom Type Provenance Génotype ompAc 
?-tr20251 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr22583 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr22616 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr23309 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr24497 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr24618 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr2475 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr26642 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr418 Trachome Tanzanie Ind. 
?-tr8888 Trachome Tanzanie Ind. 
7-B935 Trachome Tanzanie Ind. 
Complexe ST-27" 26 6,4,5,6,4,5,3 L2-LLCM434 LGV LSPQ L2 
27 5,4,5,6,4,4,3 L3-LLCM404 LGV LSPQ L3 
28 5,4,5,7,4,4,3 L1-LLCM440 LGV LSPQ L1 
a Le nom de ces complexes est arbitraires. II n'y a pas suffisamment d'isolats dans le complexe pour 
identifier l'ancêtre commun. 
b L'ordre des genes du profil MLST est le suivant : dnU, clpX, zwf, pepA, pros, pheT, glgA. 
c Les genotypes indéterminés (Ind.) sont des variants de genotypes déjà connus. Des analyses 
supplémentaires seront nécessaires. 
